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摘要 : 近 些 年 来 DNA 测序 技术 发 展 迅速 ， 已 经 从 第 一 代 生 化 测序 发 展 到 第 三 代 
单 分 子 测序 。 作 为 第 三 代 测 序 技术 中 的 一 种 , 纳米 孔 测序 技术 是 基于 电信 号 的 
种 物理 方法 测序 , 不 同 于 当前 流行 的 其 他 测序 技术 。 许多 研究 者 通常 将 高 通 量 测 
序 技术 应 用 于 食品 微生物 的 研究 , 但 是 将 纳米 孔 测序 技术 应 用 于 食品 中 微生物 的 
检测 却 鲜 有 报道 。Oxford Nanopore Technologies (牛津 纳米 孔 科 技 公司 ) 研发 的 
DNA 测序 仪 MinION， 是 世界 首 例 用 于 商业 测序 的 纳米 孔 测 序 仪 ， 经 过 不 断 完 
善 , 近年 来 MinION 在 DNA 测序 中 被 广泛 应 用 。MinION 测序 一 次 需要 的 DNA 
量 约 1 ug, 其 标准 识别 速度 为 一 秒 钟 识别 250 个 碱 基 , 平均 读 长 可 至 13kb~20kb， 
测序 准确 率 可 以 达到 98%。 纳米 孔 测序 的 高 识别 速度 和 高 准确 率 , 完全 满足 快速 
检测 的 要 求 ， 将 其 应 用 于 食品 中 微生物 检测 是 完全 可 行 的 。 
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Absrtact: DNA sequencing technology has developed rapidly in recent years and has 
evolved from the first generation of biochemical sequencing to the third generation of 
single molecule sequencing. As one of the third-generation sequencing technologies, 


nanopore sequencing is a physical method that based on electrical signals, different 


from other current popular sequencing technologies. Many researchers usually apply 
high-throughput sequencing techniques to the study of food microorganisms, but there 
are few reports of the application of nanopore sequencing technology to the detection 
of microorganisms in food. Oxford Nanopore Technologies successfully developed 
DNA sequencing instrument of MinION, the world's first commercial instrument for 
the nanopore sequencing. After continuous improvement in recent years, MinION has 
been widely used in the DNA sequencing. The amount of DNA required for the 
sequencing of MinION is about 1 u g DNA. The standard recognition speed of one 
second for 250 bases, the average reading length of 13kb to 20kb and sequencing 
accuracy to 98%. Its high recognition speed and high accuracy meet the requirements 
of rapid detection, feasible to be applied to microbiological detection in food. 
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随 着 人 民生 活 质 量 的 日 益 提 高 , 消费 者 对 食品 的 质量 安全 十 分 关注 。 微 生物 
污染 作为 食品 污染 的 主要 来 源 ， 对 食品 质量 安全 具有 重大 隐患 ， 危 害 消费 者 的 健 
康 ， 需 要 有 效 的 检测 方法 对 其 进行 监测 。 食 品 中 微生物 的 检测 方法 目前 主要 采用 
传统 的 培养 方法 ,传统 的 检测 方法 虽然 有 效 ， 但 存在 操作 过 程 复杂 、 培 养 时 间 久 
等 问题 ， 难 以 满足 快速 检测 的 要 求 。 近 年 来 ， 为 了 提高 检测 效率 ， 研 究 者 将 分 子 
生物 学 技术 应 用 于 食品 微生物 的 检测 , 尤其 是 食 源 性 致 病菌 的 检测 。 常 用 的 分 子 
生物 学 技术 有 : PCR 技术 《聚合 酶 链 式 反 应 ) H, LAMP 技术 《〈 环 介 导 恒温 扩 
增 法 ) Bol, RRR ARO, ZEB BORE, DNA 序列 分 析 技 术 & 等。 其 
中 DNA 序列 分 析 技 术 是 在 基因 水 平 上 对 食品 中 微生物 进行 分 机 和 上 鉴定， 可 有 效 
排除 检测 过 程 中 假 阳性 和 假 阴性 的 干扰 0。DNA 测序 是 DNA 序列 分 析 技 术 不 
可 缺少 的 一 环 ， 只 有 通过 测序 获得 DNA 序列 才能 进行 后 续 的 分 析 。 随 着 科技 的 
不 断 进步 ， DNA 测序 技术 也 得 到 了 极 大 的 发 展 ， 从 第 一 代 化 学 测序 发 展 到 第 三 
代 的 单 分 子 测序 。 

纳米 孔 测 序 技术 是 一 种 新 型 的 第 三 代 DNA 测序 技术 52, 本 文 对 纳米 孔 DNA 
测序 技术 的 原理 及 其 在 DNA 测序 中 的 应 用 进行 了 综述 ， 并 对 其 应 用 于 食品 微 生 
物 检 测 的 可 行 性 进行 了 探讨 。 


1. DNA 测序 技术 发 展 

1944 年 ，Avery 等 03] 通 过 肺炎 双 球 菌 转化 实验 证 明了 DNA 是 遗传 信息 的 载 
Wk. Watson 和 Crick04 于 1953 年 提出 了 著名 的 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 ， 开 启 了 
DNA 测序 的 时 代 。 关 于 DNA 测序 技术 较 早 的 报道 ， 是 Whitfeld 等 人 15 于 1954 
年 采用 化 学 降解 法 测定 多 聚 核糖 核 童 酸 序 列 。1977 年 Sanger! RH DNA 双 脱 氧 
核 昔 酸 末端 终止 测序 法 (chain terminator sequencing) , ， 同 年 Maxam 和 Gilbert!!7! 
发 明 DNA 化 学 降解 测序 法 (chemical degradation sequencing), 这 两 项 技术 的 出 现 ， 
标志 着 第 一 代 测 序 技术 的 诞生 。 相 比 化 学 降解 测序 法 ，Sanger 测序 技术 由 于 操作 
快速 、 简 单 ， 准 确 率 高 等 优点 ， 被 应 用 于 人 类 基因 组 的 测序 [1s 

第 二 代 测 序 技术 又 被 称 为 下 一 代 测 序 技术 (next generation sequencing, NGS) 
09。 由 于 其 测序 速度 快 、 读 长 较 长 、 一 次 性 能 测 出 多 条 序列 ， 也 被 称 为 高 通 量 测 
序 技术 。2004 年 Roche 公司 推出 454 测序 平台 , 2006 年 Ilumina 公司 推出 Solexa 
测序 平台 ，2007 年 ABI 公司 推出 SOLID 测序 平台 RJ， 这 些 测序 平台 为 第 二 代 
测序 的 主流 平台 。 与 第 一 代 测 序 技术 的 化 学 反应 方法 不 同 , 第 二 代 测 序 技术 采用 
Be IAI IC HL AU BEAR CANTP) , 以 测序 仪 捕捉 荧光 信号 , 从 而 确定 被 测 DNA 
的 序列 。 

在 第 二 代 测 序 平台 不 断 完善 和 广泛 使 用 的 同时 ， 对 单 分 子 DNA 进行 测序 的 
技术 也 开始 逐步 发 展 起 来 。2003 年 ，Braslavsky 等 人 的 研究 验证 了 单 分 子 测序 的 
可 行 性 20。2008 年 ，Harris APIF R H tSMS (true single molecular sequencing) 
测序 技术 ，Helicos Biosciences 公司 基于 该 技术 推出 HeliScope 单 分 子 测序 平台 ， 
该 平台 被 认为 是 第 一 个 商品 化 的 第 三 代 测 序 仪 。2008 年 Clarke 等 人 [3] 将 a -溶血 
素 与 核酸 酶 结合 ， 核 酸 酶 将 单 链 DNA 分 子 的 碱 基 按 顺序 剪 切 ， 在 电场 作用 下 依 
次 通过 a -溶血 素 ， 发 现 a -溶血 素 可 连续 识别 通过 的 碱 基 ， 为 蛋白 纳米 孔 应 用 于 
DNA 测序 黄 定 了 技术 基础 。2010 年 Stoddart 等 人 5 对 o- 溶 血 素 的 氨基 酸 位 点 进 
行 修 饰 ,进一步 加 强 了 蛋白 纳米 孔 对 碱 基 的 识别 能 力 ,， 使 得 研发 稳定 可 靠 的 纳米 
孔 测序 仪 成 为 可 能 。 基 于 以 上 技术 ，2014 年 Oxford Nanopore Technologies (4F 
津 纳米 孔 科技 公司 ) 成 功 研 发 了 世界 上 首 例 且 唯一 的 纳米 孔 DNA 测序 仪 
一 MinION， 并 于 2015 年 开始 销售 R33。2009 年 Pacific Biosciences 公司 推出 一 种 
单 分 子 实 时 测序 方法 一 SMRT(single-molecule, real-time sequencing) ) 测 序 技术 29。 


Hi, Helicos Z: HJ] tSMS, Pacific 公司 的 SMRT 和 和 后 津 纳米 孔 测序 技术 是 主流 
的 第 三 代 测 序 技术 。 
2. 纳米 孔 测序 原理 

纳米 孔 anopore)， 可 以 简单 地 定义 为 内 径 为 1 一 100nm 的 微小 洞 孔 ， 一 般 
孔径 应 大 于 洞 孔 深 度 ， 或 者 处 于 同一 量 级 PC1。 纳 米 孔 测序 不 同 于 其 他 测序 方法 ， 
其 原理 是 基于 电信 号 的 测序 技术 。DNA 序列 由 碱 基 组 成 , 组 成 DNA 的 四 种 碱 基 
FRM (A). SEG JE E(C) FU ARERR WE (T), ROTAS (RAR KZ) 
不 同 ， 当 单个 核 昔 酸 分 子 在 电场 驱使 下 ， 穿 过 纳米 孔 时 ， 会 引起 电信 号 的 变化 ， 
不 同 碱 基 引起 的 变化 不 同 ， 因 而 可 通过 监测 电信 号 的 变化 测定 不 同 片段 单 链 
DNA 的 碱 基 序列 ， 从 而 最 终 确 认 基因 序列 2。 

由 此 可 见 ， 纳 米 孔 测序 基于 电信 号 ， 是 物理 方法 的 测序 ， 这 与 第 一 代 的 化 学 
方法 测序 ， 以 及 第 二 代 的 生化 方法 测序 有 很 大 区 别 。 化 学 方法 测序 ， 需 要 通过 化 
学 反应 来 终止 测序 ， 通 过 凝 胶 电泳 和 同位 素 放射 性 自 显影 等 获得 DNA 序列 ， 测 
序 过 程 相对 繁琐 R93。 生化 方法 测序 ， 需 要 构建 测序 文库 ，PCR 扩 增 ， 荧 光标 记 
“EP, FEMI, A PCR 扩 增 时 会 发 生 一 定 的 差错 。 而 纳米 孔 测序 无 需 使 用 酶 进 
行 样品 扩 增 ， 具 有 长 读 长 、 低 成 本 、 高 通 量 、 非 标记 等 优势 B0。 

3. 纳米 孔 测 序 分 类 

按照 纳米 孔 的 来 源 不 同 ， 目 前 用 于 DNA 测序 的 纳米 孔 大 致 可 分 为 2 类 : ^E 
物 纳米 孔 和 固态 纳米 孔 。 生 物 纳米 孔 是 利用 生物 体内 天 然 存在 的 通道 蛋白 作为 纳 
米 孔 来 源 ， 而 固态 纳米 孔 主 要 利用 硅 及 其 衍生 物 ， 通 过 人 工 制 造 而 成 ， 而 非 天 然 
存在 的 。 

3.1 生物 纳米 孔 

生物 纳米 孔 工 作 原理 如 图 1 所 示 , 检测 池内 加 入 高 盐 溶液 , 在 纳米 孔 两 端 施 
加 一 个 外 加 电场 后 ， 当 纳米 孔 中 没有 单 链 DNA 分 子 通过 时 ， 产 生 的 电流 是 恒定 
的 。 当 单 链 DNA 分 子 进入 并 穿 过 纳米 孔 时 ， 引 起 电流 的 减 小 ， 产 生 阻 断 电 流 信 
号 ， 通 过 将 电流 信号 放大 ， 再 转换 成 数字 信号 B0。 由 于 不 同 碱 基 产 生 的 阻 断 电流 
言 号 大 小 不 同 ， 从 而 可 以 通过 阻 断 电 流 信号 的 大 小 来 识别 DNA 的 碱 基 序 列 。 
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1 生物 纳米 孔 测序 原理 图 5 


Fig.l The principle of biological nanopore sequencing?! 


生物 纳米 孔 大 多 是 生物 体内 天 然 存 在 的 固有 纳米 器 件 ， 具 有 特有 的 孔径 结 
构 、 生 物 活性 和 功能 ， 由 于 可 进行 自由 的 分 子 设 计 和 灵活 的 化 学 或 生物 修饰 而 受 
到 科学 家 的 青睐 63。 目前 常用 的 生物 纳米 孔 有 a- 溶 血 素 〈a-HL〉 和 耻 垢 分 枝 杆 
孔 蛋 白 A( Mycobacterium smegmatis porinA, MspA)®3(K 2). 


Vestibule 


Vestibule 


B-barrel 


1.2nm 
constriction 


2.6 nm 
constriction 


2 oa- 溶血 素 (a) 和 耻 垢 分 枝 杆菌 孔 蛋 白 A(MspA) (b) = 28 PS 
Fig.2 Three-dimensional model of a-hemolysin (a)and Mycobacterium 


smegmatis porinA(b)!??! 


0- 溶 血 素 是 一 种 七 聚 体 孔 蛋白 ， 主 要 由 帽 型 区 (Cap)、 边 缘 区 (Rim) 和 主干 区 
(Stem) 三 部 分 构成 ， 主 干 区 是 由 B- 桶 状 结构 折 炙 而 成 ， 该 桶 状 结构 插入 到 脂 双 分 
子 层 中 形成 了 跨 膜 通道 ， 长 度 约 5nm， 中 间 收 缩 区 直径 为 1.4 nmB4。1996 年 
Kasianowicz 等 人 5] 采用 a- 溶 血 素 构建 了 第 一 个 生物 纳米 孔 测 序 模型 ， 检 测 到 单 
$E DNA 和 RNA 分 子 通过 纳米 孔 所 造成 的 电流 变化 。 该 模型 可 以 检测 到 核 苷 酸 
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通过 纳米 孔 的 电流 信号 ,但 是 核 苷 酸 通过 纳米 孔 的 速度 太 快 ， 每 个 核 昔 酸 通过 纳 
米 孔 时 间 约 为 1 一 20 微 秒 BI9， 不 利于 准确 识别 单个 碱 基 。 在 Clarke23 和 Stoddart 
等 人 2 对 ou- 溶 血 素 的 研究 基础 上 ，Cherf 等 人 B9 将 o- 溶 血 素 与 phi29 DNA RAM 
相 结合 ， 降 低 了 DNA 分 子 通过 o- 溶 血 素 纳米 孔 的 速度 ， 实 现 了 对 DNA 分 子 的 
实时 测序 (图 3)。2014 年 牛津 纳米 孔 科技 公司 以 w- 溶 血 素 为 纳米 孔 通道 ， 成 功 研 
发 了 纳米 孔 DNA 测序 仪 一 MinION。 


3 Qa- 溶血 素 与 phi29 DNA 聚合 酶 的 测序 组 合体 B9 


Fig.3 Sequencing combination of a-hemolysin and phi29 DNA polymeraseD9] 


耻 垢 分 枝 杆菌 中 的 孔 蛋 白 (Mycobacter iumsmegmatis porinA, MspA) 是 适合 研 
究 DNA 测序 的 另 一 种 纳米 孔 蛋白 。MspA 呈 圆 锥 状 ， 是 一 种 八 聚 体 孔 蛋白 ， 有 
一 个 宽 约 1.2nm， 长 约 0.5nm 的 收缩 区 B71。 与 5nm 长 的 a- 溶 血 素 和 蛋白 孔 相 比 , 更 
© 有 利于 对 单 碱 基 的 测定 。2008 年 Butler 等 人 利用 MspA 纳米 孔 进行 单 链 DNA 分 
子 的 检测 ， 采 用 单 链 DNA 分 子 的 发 夹 结构 来 控制 转移 速度 ， 得 到 较 好 的 测序 效 
果 B8。Manrao 等 人 [39] 将 MspA 纳米 孔 与 phi29 DNA 聚合 酶 相 结合 进行 DNA 
测序 ， 将 单 链 DNA 进入 MspA 纳米 孔 的 速度 控制 在 一 个 碱 基 约 28 ERD, AS 
了 极 易 分 辨 的 阻 断 电流 信号 , 4 种 脱氧 核 昔 酸 之 间 的 阻 断 电流 差异 高 达 40 pA( 图 
4)。 
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图 4 MspA 5 phi29 DNA 聚合 酶 的 测序 组 合体 B9 


Fig.4 Sequencing combination of MspA and phi29 DNA polymerase!” 


3.2 固态 纳米 孔 

固态 纳米 孔 主 要 利用 硅 及 其 衍生 物 制造 而 成 , 一 般 使 用 离子 束 或 电子 束 在 硅 
或 其 他 材料 薄膜 表面 钻 出 纳米 尺度 的 孔洞 , 再 进一步 对 孔 的 形状 和 大 小 进行 修饰 
而 成 i。 采 用 固态 纳米 也 检测 DNA 序列 ， 目 前 处 于 探索 阶段 ， 许 多 研究 者 正在 
研究 不 同 的 测序 方法 ， 以 完善 固态 纳米 孔 的 测序 技术 。Hall 等 人 将 a -溶血 素 的 
B- 桶 状 结构 上 链接 一 段 DNA 分 子 ， 通 过 电泳 的 方式 将 其 装载 在 固态 纳米 孔 上 ， 
组 成 一 种 混合 的 测序 模型 ， 该 方法 需要 保证 固态 纳米 孔 的 孔径 在 2.4 ~ 3.6 nm, 
孔径 太 大 或 太 小 都 不 利于 a -溶血 素 的 固定 0]。Garaj 等 人 利用 石墨 烯 纳米 孔 进行 
单 分 子 探测 器 的 研究 ， 发 现 DNA 分 子 通过 石墨 烯 纳米 孔 所 花 时 间 比 其 他 离子 要 
K, 表明 DNA 分 子 与 石墨 烯 纳米 孔 存 在 某 种 相互 作用 , 从 而 延长 了 转移 时 间 鸣 ]。 
4. 纳米 孔 测 序 应 用 于 食品 微生物 检测 的 展望 
4.1 DNA 测序 技术 在 食品 微生物 研究 的 应 用 

随 着 DNA 测序 对 分 子 生 物 学 发 展 的 影响 ， 食 品 微生物 学 的 研究 发 生 了 巨大 
的 改变 ， 功 能 基因 组 学 、 转 录 组 学 、 蛋 白质 组 学 和 代谢 组 学 等 不 依赖 于 微生物 培 
养 的 技术 都 已 经 被 应 用 到 食品 微生物 研究 中 四 1。 高 通 量 测序 技术 NGS) 也 被 广 


泛 应 用 在 食品 中 微生物 菌株 的 测序 和 微生物 多 样 性 的 研究 ， 为 研究 人 员 探 索 食 
品 ， 尤 其 是 发 酵 食 品 中 的 一 些 功 能 作用 机 制 提供 了 一 种 新 的 研究 方法 的 。 

DNA 测序 技术 除了 用 于 食品 微生物 基因 组 学 和 微生物 多 样 性 的 研究 外 ， 同 
时 也 被 应 用 到 单个 基因 的 DNA 序列 分 析 中 ， 单 个 基因 的 DNA 序列 分 析 主 要 是 
应 用 于 食品 中 微生物 种 类 鉴定 。 徐 保 红 等 人 采用 PCR- 焦 磷酸 测序 法 ， 对 特定 基 
因 进 行 测序 ， 准 确 鉴定 了 56 株 副 溶血 性 弧 菌 趾 。 曹 冬 梅 等 人 采用 同样 的 方法 对 
食品 中 的 肠炎 沙门 菌 进行 快速 鉴定 ， 准 确 鉴定 了 16 株 肠炎 沙门 菌 00。 徐 保 红 和 
曹 冬 梅 等 人 使 用 PCR- 焦 磷酸 测序 法 ， 将 测序 所 得 的 DNA 序列 经 过 NCBI 的 
BLAST 分 析 Chttps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ， 与 目标 菌 的 基因 组 序列 进 
行 比 对 ， 最 终 确 定 是 否 存在 目标 菌 。 

BLAST 分 析 是 以 微生物 基因 组 作为 数据 基础 ， 只 有 越 来 越 多 的 微生物 基因 
组 被 测序 ， 该 分 析 方法 的 适用 范围 才 会 涵盖 越 来 越 多 的 微生物 种 类 。 随 着 食品 微 
生物 基因 组 学 的 研究 迅速 发 展 , 已 完成 或 正在 进行 基因 组 测序 的 食品 微生物 数量 
迅速 增加 [9。 

4.2 生物 纳米 孔 在 DNA 测序 中 的 应 用 

可 用 于 DNA 测序 的 纳米 孔 有 生物 纳米 孔 和 固态 纳米 孔 。 但 是 目前 只 有 生物 
纳米 孔 用 于 商业 的 测序 ， 固 态 纳米 孔 处 于 研究 阶段 ， 没 有 实现 商业 化 量 产 。 牛 津 
纳米 孔 科 技 公司 的 MinION 测序 仪 是 第 一 款 正式 量 产 的 纳米 孔 测序 仪 ， 是 以 a- 
溶血 素 作为 纳米 孔 材 料 的 测序 平台 ， 自 2015 年 开始 销售 以 来 ， 在 生物 分 子 学 领 
域 被 广泛 使 用 。Deschamps 等 人 [9 使 用 MinION 测序 平台 对 农 杆 菌 的 基因 组 进行 
测序 ， 获 得 了 高 准确 度 的 DNA 序列 。2016 年 宇航 员 Kate Rubins 在 国际 空间 站 
上 使 用 MinION 进行 DNA 测序 实验 ， 并 取得 成 功 ， 这 是 DNA 在 太空 微 重力 环 
境 中 第 一 次 被 成 功 测序 中 。Quick 等 人 使 用 MinION 测序 平台 建立 了 一 套 便携 式 
的 DNA 测序 系统 ， 该 系统 在 几内亚 被 用 于 对 埃 博 拉 病 人 的 样本 进行 检测 ， 可 实 
时 监测 埃 博 拉 病 毒 的 变异 情况 ， 为 埃 博 拉 疫 情 的 控制 提供 了 良好 的 技术 支撑 中 1。 
Menegon 等 人 91 采用 MinION 对 热带 雨林 中 野生 蛙 类 的 血液 样品 进行 测序 , 快速 
鉴定 了 该 野生 峙 的 具体 种 类 。 纳 米 孔 测序 技术 在 分 子 生物 学 领域 已 经 被 广泛 应 
用 ， 将 其 应 用 于 食品 微生物 研究 是 非常 可 行 的 。 

4.3 纳米 孔 测 序 技术 应 用 于 食品 微生物 检测 的 可 行 性 


ul 
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DNA 测序 技术 在 不 断 的 发 展 ， 测 序 所 需要 的 时 间 越 来 越 得， 花费 的 成 本 也 
越 来 越 低 。1990 年 启动 的 人 类 基因 组 计划 使 用 第 一 代 测 序 技术 ， 历 时 13 年 ， 花 
费 约 30 亿美 元 50。2008 年 使 用 第 二 代 测 序 技术 ， 对 诺 贝 尔 获得 者 James Watson 
的 个 人 基因 组 的 测序 ， 历 时 2 个 月 ， 花 费 约 100 万 美元 51 当 。 对 于 哺乳 动物 的 基 
因 组 , 纳米 孔 测 序 技术 具有 将 测序 成 本 降低 至 1000 美元 且 在 24 小 时 内 完成 测序 
的 潜力 B9。 

MinION 作为 第 一 款 正 式 量 产 的 纳米 孔 测 序 仪 ， 其 体积 比 普 通 U 盘 稍 大 , E 
量 约 90 克 可 以 装 进 口袋 中 ， 携 带 十 分 方便 5 图 5))。1000 美元 就 能 购买 的 
MinION， 使 用 USB 数据 线 和 电脑 相连 接 ， 由 电脑 提供 电源 ， 同 时 进行 数据 的 传 
HP. MinION 测序 一 次 需要 的 DNA 量 约 14g， 上 样 量 为 75 nl150。 采 用 常用 
的 DNA 提取 方法 ， 从 食品 微生物 中 提取 的 总 DNA 是 可 以 满足 MinION 的 测序 
BER. RHE AMSA SDS 法 和 SDS/CTAB 法 分 别提 取 小 麦 表面 微生物 总 DNA， 
得 到 的 总 DNA 浓度 分 别 为 3317.5 u g/ml 和 3820 u g/ml. 秦 丹 5659 采用 5 种 常用 的 
提取 方法 提取 发 酵 肉 制品 中 微生物 总 DNA， 得 到 的 总 DNA 浓度 在 260-410 u 
g/ml. 
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Fig.5 MinION sequencing machine?! 


MinION 默认 运行 时 间 为 48 小 时 ， 运 行 2 分 钟 产 生 的 数据 就 可 以 用 于 相关 
分 析 ， 其 标准 识别 速度 为 一 秒 钟 识 别 250 个 碱 基 (250bps) 54， 平 均 读 长 可 以 达 
到 13kb~20kb571。 徐 保 红外 和 曹 冬 梅 0 等 人 对 食品 中 致 病菌 的 鉴定 采用 了 几 十 个 
碱 基 序列 ， 甚 至 十 几 个 碱 基 序 列 。Menegon 等 人 [99 采用 约 600 个 碱 基 (600bp) 的 
DNA 序列 快速 鉴定 了 热带 雨林 中 一 种 野生 蛙 类 的 具体 种 类 。MinION 测序 的 错 
误 率 为 $~10%[58， 比 目前 流行 测序 仪 Humina MiSeq 和 HiSeq 的 错误 率 还 要 低 


]。 通 过 提高 测序 深度 ，MinION 测序 的 准确 率 可 以 达到 98961901 , 
尽管 MinION 具有 测序 速度 快 , 准确 率 高 等 优点 , 但 是 生物 纳米 孔 使 用 的 脂 
基质 ， 其 机 械 稳定 性 较 弱 (， 反 复 洗 涤 会 降低 测序 芯片 的 使 用 寿命 。MinION 运 
行 一 次 需要 99 美元 ， 测 序 蕊 片 Flow cell) 使 用 寿命 约 为 72 小时， 一块 测序 芯 
片 的 费用 为 500~900 美元 多 ,使 用 成 本 高 将 会 限制 MinION 在 食品 微生物 检测 领 
域 的 广泛 应 用 。2018 年 牛津 纳米 也 科技 公司 将 推出 更 便携 的 SmidgION， 其 测序 
Hr AM MinION 相同 ， 该 设备 是 针对 智能 手机 开发 出 的 DNA 测序 仪 ， 通 过 智能 
手机 提供 电源 并 进行 操作 ， 具 体 售 价 没有 对 外 公布 中 ]。 

相 比 生物 纳米 孔 , 固态 纳米 孔 具 有 优良 的 机 械 稳定 性 、 化 学 稳定 性 和 热 稳定 
性 [61,91， 同 时 还 可 以 对 纳米 孔 的 尺寸 和 形状 进行 亚 纳米 级 的 调整 31， 可 以 制造 高 
密度 的 纳米 孔 阵列 的 。 但 是 DNA 通过 固态 纳米 孔 的 速度 过 快 以 及 固态 纳米 孔 对 
DNA 的 识别 率 较 低 [560， 这 限制 了 固态 纳米 孔 用 于 DNA 测序 。 如 果 能 够 突破 这 
些 缺 点 ， 以 固态 纳米 孔 作 为 测序 芯片 ， 将 提高 测序 芯片 的 使 用 寿命 ， 降 低 DNA 
测序 成 本 ， 使 得 纳米 孔 测 序 更 容易 被 应 用 于 食品 微生物 的 检测 领域 。 

相信 研究 人 员 的 不 断 努 力 , 可 以 开发 出 更 稳定 的 生物 纳米 孔 , 可 以 克服 DNA 
通过 固态 纳米 孔 的 速度 过 快 和 固态 纳米 孔 对 DNA 低 识 别 率 的 问题 ， 不 断 完 善 纳 
米 孔 测序 技术 ， 提 高 检测 的 稳定 性 ， 降 低 检 测 成 本 ， 纳 米 孔 测序 将 会 广泛 应 用 于 
食品 微生物 的 检测 。 
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